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Zusammenfassung 

Predisposition der Rh eum ^ •„ 2Ur ^ ene tischen 

aer Rheumatoxden Arthritis (ra) . 



Beschreibung 



relevant* pattogenetische Hechaniln m ^"^ "~ U 
unbekannt. A1 s cnronische Erkrankung sind ^Patient ^ 
«x«« uber Jahre b2w . Jahr2ehnte J ^T^*?*" VOT 

Erkrankung ist sehr- h^*. ten ' Der Verlauf der 

erwartenden Verlauf h<«. v ^ r den 2U 

Erkennen d es Be gl nn! . E -*™ku„ g bzB . das rechtzelt 

^rankung W en igs ^ £^ 

behandeln und s om it ein p„ ! ■ FrUhstadlen «(fi 2lent zu 

Aufhalten des Prozesses d.r- trifft lns " e sonder e das . 
Knochendestruktion. Progredienten Knorpel-und 

gleichzeitigen konbinierten Gabe . „ ! ™»a«.en, ihrer 

Einsatz kcanen ge g enwart ig k^I * ^rzehnte. Zun 

f^Steroidpraparalen K °»— «-°nsthe r apien aus 

(b)lMnunsuppressiva und Zytostatika 

- lfylng an tirheumatic y st d ;:;: ' r~ te s disease - 

Basistherapeutika) sowie ' so 9 e "3nnt a 

(OniOt-steroidaZen antientzundUCen Medi _ en _ 



Me RA 1st eine chronisch entziindliche Erkrankung von noher 
Heterogenxtat. wezche das KrankheitsausL, « e 
Ansprechbarkeit auf therapeutische MaBnahaen (internist!^ 
una cbirurgiscbe, und die Prognose der 

bistopatboiogischer veranderungen ln ^ Synovialnemb J n 12 ^ 

hist !T? - G VerbUnden - "iniscne Ld 

Mstopat h olog 15 cne Heterogenic d er Erkrankung, verbundl 
«t unzureicbenden Kenntnissen uber Atiologie „„ d relevant 
pathogenetische Mechanise, fuhren bIsher 2U 

unsureichenden Behandlungsergebnissen von Z Patient 
Innerhalb der ersten h=i/i„ , .. Patienten. 

aussen etwa ein Drittel ^ 2 £ t " E ~>~ginn 
v. "rirtel der RA Patienten ihre Beruf statigkeit 

aufgeben. In internistiscb-rheuaatoiogischen Kliniken belragt 
der AnteH der RA Patienten Ober 50%, in de „ EinrL^ 
** ortbopadischen Rheumatologie "og ar ""° ht ™^ n 
Uberdurcbschnittlicb hoch sind die Ausgaben far .edikaaent 
Langzeittherapien und station^ Hei lM6n a ta e„ XtZTell 
aer Erkrankung betragt ca. 1% i„ d er Gesa„tbevolkerung 

s^-rr^rsrr,. - — las ti SCh e 

Knochenstrukturen ein und rlrt 

Gelenkdestruktion. Das kiin^scbe EndJL""^ Pr <™ ent - 
wird M Bgeblich durch die T E " dstadlM d « Erkrankung 
besti™* 7. Knorpel-und Knoohendestruktion 

bestiamt, welche 2U Punktionsverlust der Gelenlo ? 
Invalidity fuhren. Allerdings hat di. " 

Knoohendestruktion. Es aibt * fc Knorpel-und 

* ' . n. us gxbt Anhaltspunkte dafur daft 

chronxsche Entzundung und progrediente * 

Knoohendestruktion eher al< = P ro S red ^nte Knorpel-und 

eher als 2wei separate pathogenetische 



Mechanismen in einem gemeinsamen Krankheitsgeschehen zu 
betrachten sind. 

Bisher zur Ve rfOcfun cr ste h ende hxw . bekannf-* proannxi-i 
Marker fur den Verlauf der RA 

(l)Die z.Z. sichersten und in der klinischen Praxis 
routinemaBig genutzten Marker fur den Verlauf der RA sind 
systemische Entzundungsparameter, wi e die 

Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG) , vor allem das 
C-reaktive Protein (CRP) und, mit Einschrankungen, andere 
Akute-Phase-Proteine . Diese Parameter korrelieren am 
besten mit dem aktuellen akuten Entziindungsgeschehen im 
Organismus und sind die maBgeblichen Parameter fur eine 
antientzundliche Therapie. Da pathogenetisch die 
systemische chronische Entzundung und die progrediente 
Gelenkdestruktion nur bedingt in einem Zusammenhang 
stehen, ist die Aussagekraft dieser Parameter fur die 
Prognose und den Verlauf der Erkrankung insgesamt, sowie 
fur die. progrediente Knorpel-und Knochendestruktion im 
besonderen, sehr eingeschrankt . 

(2) Das Vorliegen eines positiven Rheumaf aktors wird als 
Indikator fur eine gestdrte Immunantwort gewertet. Er ist 
jedoch nicht spezif isch fur die RA und der Aussagewert fur 
den Verlauf der Erkrankung ist eingeschrankt. 

(3) Es ist weiterhin bekannt, daB bestimmte Muster von 
Antigenen, die an der Zelloberf lache von Lymphozyten und 
anderen Gewebszellen nachgewiesen werden konnen 
(sogenannte HLA-Antigene) , mit schwereren Verlauf en der RA 
assoziiert sein konnen. Wegen der Vielfalt der HLA- 
Antigene und ihrer unterschiedlichen epidemiologischen 
Verteilung sind Aussagen zur Prognose der RA nur sehr 
eingeschrankt moglich. Korrelationen zur progredienten 
Gelenkdestruktion konnten nicht gefunden werden. 



VerlaBliche prognostische Marker der Erkrankung sind somit 
entscheidend fur eine frtihzeitig einsetzende adaquate 



medikamentose Therapie und die Rechtf ertigung einer solchen 
bezuglich der einzukalkulierenden Nebenwirkungen. 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, entsprechende 
verlaBliche Parameter zu finden und entsprechende Marker 
bereitzustellen, die insbesondere fur RA geeignet sind. 

Die Erf indung beruht auf der Erkenntnis, daB Kollagenase 3 am 
ProzeB der progredienten Knorpel- und Knochendestruktion 
betexligt ist. Fur die progrediente Knorpel- und 
Knochendestruktion bei ra sin d unterschiedliche Proteasen 
vor allem jedoch die Matrix-Metalloprbteinasen (MMP)' 
verantwortlich, welche zur Spaltung unterschiedlicher 
Komponenten der extrazellularen Matrix befahigt sind 
Kollagenase 3 als ein Vertreter der MMP-Familie ist far die 
Knorpel- und Knochendestruktion bei destruktiven 
Gelenkerkrankungen, wie der RA, von besonderem Interesse. Zum 
exnen besitzt Kollagenase 3 im Vergleich zu anderen 
Kollagenasen und weiteren MMP eine hohe katalytische 
Aktivitat gegenuber Kollagen-Typ n dem 

Hauptkollagenbestandteil des hyalinen Knorpels, und spaltet 
exn breites Spektrum anderer Bestandteile der extrazellularen 
Matrix It hoher Effizienz. Zum anderen konnte gezeigt 
werden, daB Kollagenase 3 in adulten menschlichen Geweben nur 
unter pathologischen Bedingungen nachweisbar ist, wie beim 
Wachstum maligner Tumoren, in chronischen Wunden, sowie i* 
arthrotischen Knorpel und in der Synovialmembran bei ra. Es 
kann somit davon ausgegangen werden, daB aufgrund der 
Substratspezifitat und des Expressionsmusters von Kollagenase 

Knor^T" T ma6gebliChe Rolle b.i der progredienten 

Knorpel- und Knochendestruktion, insbesondere auch bei ra 
zukommt. ' 

in der Synovialf lussigkeit von RA Patienten konnte die 
erhohte Konzentration von verschiedenen MMP nachgewiesen 
werden. Nur fur Stromelysin 1 wurde jedoch eine Korrelation 
zu systemischen Entzundungsparametern , wie BSC und CRP 



gezeigt. Daruber hinaus konnte keine Korr^i^,- 
kollagenolytischen Aktivitat in 2Wlsch - **r 

dem crad der Knorn.i T ^ynovxalt liissigkeit und 

der Knorpel-und Knochendestruktion ns ,h« a • 
werden. uon nacngewiesen 

ErfindungsgeroaB wird Kollacrenase i »io 

bei destruktiven aJ TT Prognostischer Marker 

Pro g nosest e l lung bei de ZZ" ™ 3 <« 

(lessen vor all" an / ^^^"itat der ratienten 

eine schnellere h k cuesem Fall msbesondere , 

cnne±iere, d .h. progredientere Knorr>el I 

Knochendestruktion (gemessen u.a. durch di e !T 

Bestimmung d es Lar<?pn T „ dle rad i°l°gische 

verstandel. Larsen-indexes , MRT-Messungen etc.) 

Kollagenase 3 wird dazu sowohl in r K 
(Synovial^ranpraparate, Knorpel- unl K noc h • * 
Praparate der SynovUl^^-L^^r^^^^' 
Synovektcien, kunstliche* OelenkersaL u a . ^ 

Eingriffen sowie »• . ' u.a. operativen 

Z:ZTjl7* Sn — — — von Kolla g enase 3 

(a) qualitative und mianfif^- 

Expression, u a durT der « 

(b) q ualitative und l„TLt ' ^ 

quantitative Bestimung von Kolla g enase 3 



- Antigen (sowohl als Proenzym wie auch als aktivierte 
For.), u.a. durch Western Blot-Analyse, immunologische 
Nachweisverfahren etc., 

(c) Nachweis der katalytischen Aktivitat der aktivierten 
Kollagenase 3, u .a. durch Zymographie, den Nachweis 
spezifischer Peptidspaltprodukte etc., 

(d) Nachweis eines gestorten quantitativen Verhaltnisses 
zwischen Kollagenase 3 und deren spezifischen 
(gewebespezifischen Inhibitoren von MMP) bzw. 
unspezifischen Inhibitoren «x 2 -Makroglobulin etc.) durch 
Bestimmung von freiem und in Komplexen mit Inhibitoren 
gebundenem Kollagenase 3 - Protein, u.a. durch Western 
Blot-Analyse, immunologische Nachweisverfahren etc. 

(e)Nachweis von Kollagenase 3 mRNA bzw. Antigen in 
histologischen Praparaten der Synovialmembran-Knorpel- 
Grenzschicht, u.a. durch in situ Hybridisierung bzw. 
Immunohistochemie . 

in einer weiteren Ausf iihrungsf orm der Erfindung dient 
Kollagenase 3 auBerdem als ein potentieller Marker fur eine 
genetische Pradisposition der Erkrankung. 

Kollagenase 3 kann sowohl als einziger Marker dienen, als 
aber auch in Kombination mit anderen Markern ausgewertet 
werden. Weitere Marker konnen solche sein, von denen 
entweder eine genetische Pradisposition bekannt ist oder 
vennutet wird, oder von denen zumindest bekannt ist, daB sie 
haufxger mit schwereren Verlaufen der Erkrankung assoziiert 
sind (wxe z.B. bestimmte Muster von HLA-Antigenen , wie dem 
HLA-DR4, oder dem Rheumaf aktor ) eingesetzt werden. 

in Kombination mit anderen Markern erhoht sich der 
prognostische Aussagewert sowohl fur den Verlauf der 
Erkrankung, insbesondere unter dem Aspekt der progredienten 
Knorpel- und Knochendestruktion, als auch fur die genetische 
Pradisposition, bzw. kann einen Stellenwert annehmen, der fur 
die klmische Praxis relevant wird. 



Es wurde auBerdem f estgestellt , daB Kollagenase 3 Proenzym 
durch MT1-MMP und/oder Gelatinase A aktiviert wird. 
Zeitgleich zur mRNA Expression von Kollagenase 3 i n 
Synovialmembranpraparaten von Patienten mit RA geht namlich 
in fast alien Fallen eine mRNA Koexpression dieser zwei 
anderen MMP, der Membran-Typ I MMP (MT1-MMP) und der 
Gelatinase A (MMP-2), einher. MT1-MMP und Gelatinase A 
stellen durch eine Bestimmung ihrer mRNA- oder 
Proteinexpression, deren Hohe und Lokalisation, bzw. deren 
katalytische Aktivitat in Geweben bzw. Korperf liissigkeiten, 
wie fur Kollagenase erfolgt, in Kombination mit Kollagenase 3 
prognostische Marker fur RA dar. 

Die Erfindung wird anschlieBend anhand von 
Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert. 

Ergebnisse 
Patienten 

Es wurden 36 Patienten mit gesicherter Diagnose einer RA in 
Ubereinstimmung mit den Diagnosekriterien der American 
Rheumatism Association von 1987 in die Untersuchungen 
einbezogen. Die Patienten wurden klinisch und paraklinisch 
untersucht. Bei alien Patienten waren die Handgelenke von der 
Erkrankung mitbetrof f en . Bei den in die Untersuchungen 
einbezogenen Patienten war ein rheumachirgurgischer Eingriff 
zur Entfernung der entziindlichen und hyperplastischen 
Synovialmembran (sogenannte Synovektomie ) in jeweils einem 
der Handgelenke erforderlich, urn ein Fortschreiten der 
Gelenkdestruktion aufzuhalten und die Bewegungsf ahigkeit des 
Gelenkes zu verbessern. Das chirurgisch entfernte Material 
wurde sowohl histopathologisch begutachtet als auch zur 
Preparation von mRNA verwendet. Die Patienten wurden in der 
Rheumaklinik Berlin-Buch internistisch betreut und in der 
Orthopadischen Klinik des Klinikums Berlin-Buch operiert. 



„ . ^2 — EeHMgenase u 

Synovi * 7 ^^-^prap^,^ ■* deji 

Die mRNA Expression von K«n « 

Praparate (60%) eine » '' Dabei wiesen 21 

I- ^ters chied da r is rL T S1 ° n Kolla '— 3 au f . 

1. « .11-, SynoviaZaeJalp^paTatrr: "* 8t "- 1 *» i » 

i nur gezeiat ... npra P a «ten nachweisbar 1st (in 

Untersuchungen „it der „etho de der ^T^Z^T 
weiterhin gefunden, daB eine ^ p *«*atagt. Es mr<le 

alien Fallen mit einer „ p «"nten ut RA in fast 

- Me^an-^ — — « 

(MHP-2), einhergeht. Falls i„ Ik VO " Gelati nase A 

— EX p r e SSio 9 „ ej; 11 ^;; t:::: einer k °"~ » 

Gelatinase A nachzuweisen war 2 2 . MT1~MMP u „d 

in der Mehrzahl der Falle deutli.h ^xpressionshehe 
Expression nit Kollagenase 3 1)61 8iner 

aurcn Kortnern Blot-Analyse L^t *~ 

«"»«« (Ergebnisse bier nL h 7ge " ^ d ~ ^T-PCR 

in der Abbildung i iat el „ r 9e2ei 9 t > • 

Synovial^ranpr,para t en von Tttlenr N ° rthern ^ »" 
Aurgetragen warden Jewei* 25 „ l t *T le T x"" "* 
mterstitieller Kollagenase, w^ *" ™ 
exprimiert wird, 1st eine .mi „ a " en Pat «nten 

nur bei eine* Te ii a" T * f*— 10 " ™ KoUagenase 3 
Gyceraldehyd-phosphat n»h „ Patlenten nachweisbar. Hunane 

^A ^presstn T^t^T, K °» a — 3 

syste-iscne ^.On^SL^STT « Mht e 

aufweisen. Keine JterslTed! k ' CRP (P< °- 005 ' 

ntersc hl ede bestehen zwischen ^Lten 



Patientengruppen be 2 Qgi ich de _ m 

Differenzialblutbild. ^eu^faktors sowie in 

Der Grad der Kno 

radiologisch ^ittels^ ' Knoc hendestruktion wurde 

indem 

ausgewertet ^ Dabe 7 n ^ B una VorrtB£ 

sisnifikanter Unterscnied J Gr ° ad "T el — *ein 
Knochendestruktion Z wi scnen hai , der ^psl- und 

Anbetracnt das kieine " T" P3tUnt ^^ ln 

Andererseits war auff ^ ^ ™°"^«v s „ achweisen . 

Koilagenase 3 ^ Expression ^ntengruppe nit 

f""*" < 2 «> KrankneitsveJuT J™" 1 "***™ » 

Jahren „ a tten und a radio, • " ""^ als 2 

aufwiesen, wohingegen in der pVtieT v «and e rungen 
3 »*HA Expression „ ur ein Pa« en t ^T"* *•»•»—. 
erkrankt „ar. AuBerde m hatten 1 * 1S 2 Jah ™ 

Koliagenase 3 «» Expression " Patientengruppe nit 

Patienten (29%) „„„„ r s y n °vialnembran 6 

- Oegensai J n^!^ ^7*^ 
ohne Kollagenase 3 mRNA Expression ^tientengruppe 

Somit weisen Patienten mi* 

«« synovial^ra,, ^ i^ 9 """ ^ E *~°" - 

Entzflndungsaktivitat auf un d h °n«re systemische 

Zeitpunkt rheuaachirurgischen Eingriffl ^ Mb * r °" 

«ngt »i t einem scnwereren ^a n r e -, U9 tUet2tereS 
und/oder „i t elner " Kr ankh el tsverlauf zusanaen 

■nedikaaentese Therapien - L*"^"" * M P rechb «*«it auf 

1. Patienten onne KoHagena^e 3^" ^ 

agenase 3 mRNA Expression. 



llll.nL K11 " 1SChe Parameter von » 

Patienten in Abhangigkeit von der *„! , 

Expression in der Synovial™ K °"*9— 3 »*NA 



Parameter 



Alter 

GeschJecht (m/w) 
Erkrankungsdauer (Jahre) 

Hamoglobin 
Leukozytenzahl 
BSG (mm/h) 
CRP (mg/1) 

Rheumafaktor positiv/ 
Patientenzahl (%) 



Kollagenase 3 mRNA Expression 



ohne 

59.6 ±5.6 
(von 32 bis 81) 
3/12 

11.3 + 3.1 

8.3 ±0.4 
9.3 ±1.1 
27.0 ± 5.0 
9.2 ± 2.7 

9/15 (60%) ' 



nut 

58.6 ±4.9 
(von 28 bis 83) 
3/18 

10.9 ±1.8 

7.8 ± 0.3 
10.3 ±0.7 
39.0 ± 5.4 
30.9 ± 6.0 

14/21 (66%) 



Statistische 
Analyse 



n.s. 
n.s. 
n.s. 

n.s. 
n.s. 

P < 0.05 
P < 0.005 

n.s. . 



- p p:^^ 

Expression i„ der synovialmlbran L^^T" \Ti 
Prednisolon i m Vergleich 2U 7 Patient , ^ 
Kollagenase 3 ^ a.^. n . _ Patlenten < 47% > °»ne 
°ei den Patienten al^n /h Thera * ie DMARD wurde 

als Monotherapie durchgef flhrt . dm&rd wurden 



in folgender Reihenfolge (entspricht der Aggressive •„ 

gezeigt, wurden Patienten mi*- -i 
roRNA Expression in h o ^enten mat Kollagenase 3 

Kollagenase 3 mrna Exnrpc • Patienten mit 

wegen fehlendeHirXuna " ^ ^ Syn ° Vial »™ ofter 
naer Wxrkung gewechselt werden (Abb 2B> t„ 

beaden Patientengruppen muBte das DMARD bei T' , 

■aedikaaentose Iherapie auf L- 7 aUf elne »"*s a! t,e 

•«* zu einer ^IhT'* • ""^ ^licherwaise 

Synoviaiae-bran waren dagegen luTZ IT EXPreSS1 °" ln der 
Pa»me„a„g eh a ri g e a „ J U^t ,^ ™' " <2 ° % > 
drei Patienten tnnnf , . Von lns Sesaint 

-mug t; r:r r ne ~ erhoben 

der Synovialmembran . 



PatentansprQche 



1. Verwendung von Kollagenase 3 a i c 

" zzz. r.-zz.' sztj: - 

Arthritis (RA) dient verlaufs von Rheumatoider 



3. Verwendung nach Anspruoh x ^ 

die Kollagenase 3 ^ ^ " ken " 2e 

quaiitativ bestim ,t wird. " una 

daB das Kollagenase 3 -Antil' «—""l«te-t. 

«** — aktivierte Fo ™ "° hl * 1S Pr ° en ^ als 

bestimt Kird . ' 5U * lt "'» «"d 

qualitativ 

5. Verwendung naoh Anspruoh 1 oder 2 *.„ „ 

daB die fcatalytisohe A*tivita t del ,T *•*«»«•*<*■«. 
3 nachgewiesen wird. a*t 1V ierten Kollagenase 

6. Verwendung naoh Anspruoh 1 oder 2 da* k 

daB die quantitative VerhaltnL'' 9<*e™*eichnet, 
und deren spesifisohen 1" 2W1SChSn Kolla 9enase 3 

Bestir t: sohen inhibit °"- 

Karper f lassig k eiten erfolg^. " GeWeben 

Verwendung naoh Anspruoh 7 ^ ,. 

al S Gewebe Synovial!^ ^nnzeicnnet, daB 

Knoohenpraparate ZT^T^ ^ - 
Knor P elgre„ 2 e, ge„ on „ en tj ^ ^viataefean- 

Synovektomien, Jcunstlichen 



Gelenkersatz u.a. oparativen Eingriffen sowie durch 
Biopsien, verwendet werden. 

9. Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
als KorperflQssigkeiten Synovialf lussigkeit oder Blut 
verwendet werden. 

10. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB 
Kollagenase 3 zum Nachweis einer erhohten genetischen 
Pradisposition der Rheumatoiden Arthritis (RA) dient. 

11. Verwendung 2U r Erhohung der klinischen Relevanz der 
Aussagefahigkeit nach einem der Ansprtiche 1 bis 10 
dadurch gekennzeichnet, daB neben Kollagenase 3 weitere 
Marker, wie Z . B . HLA-Antigene zum Nachweis eines 
schwereren Verlaufes von RA, bzw. Marker, wie z B 
bestxmmte Muster von HLA-Antigenen zum Nachweis einer 
erhohten genetischen Pradisposition, eingesetzt werden. 

12.verwendung nach einem der Anspruche 1 bis n, dadurch 
gekennzeichnet, daB neben Kollagenase 3 zusatzlich MTl-MMP 
und/oder Gelatinase A als prognostische Marker durch 
Bestimmung ihrer mRNA- pder Proteinexpression, deren Hohe 
und realisation, bzw. deren katalytische Aktivitat in 
Geweben bzw. Korperf lussigkeiten dienen. 



« * n » * 
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Abb. 1 Northern Blot-Analyse von Kollagenase 3 in Synovialmemb 
praparaten von Patienten mit Rheumatoider Arthritis 
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H einmalige Gabe von DMARD a mehrmalia s fl a h ft v^T^I^T 



Abb. 2 



Medikamentose Therapie 
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Kollagenase 3 positiv 



Kollagenase 3 negativ 



□ positiv m negativ B keine Angaben 



Abb, 



Familienanamnese beziiglich RA in Abhangigkeit von 
einer Kollagenase 3 mRNA Expression in der 
Sy novi a Imembr an 



